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Celiuliazés fermentai yra svarbiis skaidant lignoceliuliozing Zaliavg (ir celiulioze),
kuri yra gausiausias augaly biomasés komponentas. Taip galima gauti jvairius
bioproduktus ir biokura, kurie yra nekenksmingi aplinkai. Sio darbo tikslas - i§-
tirti i$ dirvoZemio i$skirty bakterijy gaminamy celiuliaziy aktyvumg ir nustatyti
fermentacijos sglygy, jvairiy mitybiniy terpiy jtakg bakterijy augimui ir jy pro-
dukuojamy celiuliaziy aktyvumui. Siame darbe buvo tirtos bakterijos, paimtos i
gamtinés aplinkos. I$ dirvozemio i$skirti ir pagal morfologinius pozymius atrinkti
43 bakterijy izoliatai. I$ jy celiuliaziniu aktyvumu pasizyméjo $esi bakterijy izolia-
tai. Papildomai i§ penkiy Zinomy Bacillus genciai priklausanciy bakterijy, anks-
¢iau i$skirty i$ gamtinés aplinkos, atrinkta B. subtilis 88, pasizyméjusi didZiausiu
celiuliaziniu aktyvumu. Bacillus subtilis rusies bakterija buvo kultivuota devy-
niose skirtingose terpése 30 °C ir 45 °C temperatirose. DidZiausias celiuliazinis
aktyvumas buvo gautas po 24 val. kultivavimo 30 °C temperatiroje, terpéje, kuria
sudaré ,Nutrient® sultinys ir gliukozé (5 g 1""). Kultivuojant B. subtilis bakterijas
melasos terpéje, celiuliazinis aktyvumas, palyginti su MRS ir ,Nutrient sultiniais,
buvo panasus arba net didesnis.

Raktazodziai: dirvoZzemio bakterijos, Bacillus genties bakterijos, celiuliazinis
aktyvumas, melasa
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lignoceliuliozg. Augaly likuciai (nukrite lapai,
smulkios durpés, Siaudai) turi daug celiuliozés,

Celiuliozé yra gausiausias augaly biomasés kom-
ponentas, randamas Zeméje (Tomme et al,
1995). Pastaruoju metu tai didelio susidoméjimo
sulaukes atsinaujinantis Saltinis, kuriame gausu
lignoceliuliozés, jis yra perdirbimas j vertingus
bioproduktus. Celiuliozé yra mechaniskai atspa-
rus bei chemiskai inertiskas polimeras, taip yra
dél daugybés vandeniliniy jung¢iy, kurios susida-
ro jungiantis makromolekuléms. Biatent dél $ios
savybés celiuliozé yra konstrukciné augaly me-
dziaga, medienoje jos yra apie 30-50 %, o vilnoje
net iki 90 %. Kitaip negu Kkiti junginiai, celiuliozé
yra mazai tirpsta vandenyje, todél jos konversija
tampa svarbiu uzdaviniu technologams skaidant

tai pagerina dirvozemio struktirg. Mikroorga-
nizmai pagreitina celiuliozés irima, o gebéjimas
celiulioze panaudoti kaip energijos ir anglies 3al-
tinj yra vienas i$ svarbiausiy medziagy srauto bi-
osferoje procesy (Behera et al., 2017).

Atlikti tyrimai su celiuliazémis, hemiceliulia-
zémis ir pektinazémis atskleidé $iy fermenty bio-
technologinj potencialg jvairiose srityse, pavyz-
dziui, maisto, alaus ir vyno pramonéje, pasary
gamyboje, tekstilés ir popieriaus pramonéje, Zem-
dirbystéje (Bhat, 2000). Celiuliaziy paklausa yra
gana didelé. Manoma, kad jos poreikis laikui bé-
gant tik augs. Celiuliaziy kompleksas atlieka pa-
grindinj vaidmenj skaidant biologiskai skaidzias
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medziagas iki gliukozés, o §i gali buti fermentuo-
jama j bioetanolj. Celiuliazés turi platy pritaiky-
mo spektrg - baltymy iSgavimas i§ sojos pupe-
liy ir kokoso rieSuty, acto gavimas i§ citrusiniy
vaisiy minkstimo. Celiuliazés naudojamos anks-
tims padalinti nuo sojos pupeliy. Taip pat jas ga-
lima naudoti modifikuojant lipnius ryzius ar geri-
nant popieriaus kokybe. Vis délto pats svarbiausias
celiuliaziy pritaikymas yra celiulioziniy atlieky
pavertimas gliukoze. ]vairios biomasés atliekos,
lignoceliulioziné zaliava, popieriaus atliekos,
$iaudai yra placiai naudojami kaip anglies $altinis
pramoninei celiuliaziy hidrolizés produkty fer-
mentacijai (Yang et al., 2013). Celiuliozés skaidy-
mas yra kompleksinis procesas, kuriame dalyvau-
ja keli fermentai (Mickevicius, 2008). Celiuliazés
yra skirstomos | tris pagrindines grupes: endo-
glukanaze (endo-1, 4-B-gliukanazé EC 3.2.1.4);
celobiohidrolaz¢ arba egzoglukanaz¢ (egzo-1,
4-B-gliukanazé EC 3.2.1.91) ir B-gliukozidaze (1,
4-B-gliukozidazé EC 3.2.1.21) (Gao et al., 2008).

Celiuliazes produkuoja gamtoje paplite mikro-
organizmai (Gusakov, 2011). Celiulioziniai fer-
mentai randami augaluose, vabzdziuose, bakteri-
jose, grybuose (Watanabe, Tokuda, 2010; Duan,
Feng, 2010). Dél plataus celiuliaziy taikymo tiek
maisto, tiek ir chemijos pramonéje mokslininkai
tiria celiuliazes gaminancius mikroorganizmus ir
ju produkuojamas celiuliazes, vertina ir paren-
ka optimalias salygas joms susidaryti (de Cas-
tro et al., 2010; Varnaité ir kt., 2008; 2011; Dut-
ta et al,, 2008; Cizeikiené ir kt., 2018; Sendzikaité
ir kt., 2018). Ankstesniuose darbuose buvo tirti
celiuliazes produkuojantys Penicillium genties
mikroskopiniai grybeliai, nustatytos optimalios
salygos, kuriomis celiuliazinis aktyvumas buvo
didziausias. Tirtos Penicillium funiculosum ga-
minamy celiuliaziy galimybés skaidyti skirtingas
atliekas (de Castro et al., 2010).

Lignoceliuliozés turincias atliekas galima per-
dirbti naudojant i§ bakterijy isskirtas celiuliazes,
taip sumazinant cheminiy metody naudojima
pramonéje. Tyrimai, susije su bakterijomis, iSgau-
tomis i$§ dirvozemio ir produkuojanciomis celiu-
liazes, — svarbis ir atliekami laiku.

Sio darbo tikslas - itirti i$ dirvozemio iskirty
bakterijy gaminamy celiuliaziy aktyvuma ir nusta-
tyti fermentacijos salygy, jvairiy mitybiniy terpiy
jtaka bakterijy augimui ir jy produkuojamy celiu-
liaziy aktyvumui.

METODAI IR SALYGOS

Naujy bakterijy i$skyrimas i§ dirvozemio ir
celiuliaziniu aktyvumu pasiZzyminciy bakterijy
atranka

Dirvozemio éminiai buvo imti Kauno mieste i$
5-10 cm gylio. Paimta 1 g dirvoZemio ir sumai-
$yta su 9 ml steriliu 0,9 % NaCl tirpalu. Misinys
purtytas 1 min. kratytuve (Environmental Sha-
ker - Incubator ES-20), tokiu badu mikroorga-
nizmai atskirti nuo dirvozemio daleliy. Paimta
0,1 ml suspensijos ir paséta Petri lékstelése su
mitybos agaroterpe (,,Nutrient® agaras, OXOID).
Mikroorganizmai kultivuoti termostate 48 val.
37 °C temperatiiroje aerobinémis sglygomis. Po
kultivavimo pagal morfologinius pozymius i§skirti
43 izoliatai. I$skirti mikroorganizmai i$gryninti
perséjant po vieng kolonijg ant $viezio ,,Nutrient®
agaro, padauginti skystoje ,,Nutrient terpéje ir il-
galaikiam saugojimui suspenduoti 25 % glicerolio
tirpale kriomégintuvéliuose bei saugoti -80 °C
temperatiroje gilaus Saldymo $aldiklyje. Bakteri-
ju izoliatai perseéti j Petri léksteles su minimalia
agarizuota terpe, kurioje vienintelis anglies $al-
tinis buvo 0,5 % karboksimetilceliuliozé (KMC),
kultivuoti tris paras aerobinémis salygomis inku-
batoriuje 37 °C temperatiiroje. Po to tikrintas jy
celiuliazinis aktyvumas naudojant kongo raudo-
najj daza (kokybinis celiuliaziy aktyvumo nusta-
tymas pateiktas zemiau).

Atrinkti izoliatai, pasizyméje celiuliaziniu ak-
tyvumu, buvo tirti toliau. Tam izoliatai buvo
auginti tris paras skystoje ,Nutrient® sultinio
terpéje 37 °C temperatiiroje. Véliau tirtas jy ce-
liuliazinis aktyvumas esant skirtingoms tempera-
taroms — 30 °C ir 50 °C, naudojant 3,5-dinitro-
salicilo ragsties reagenta (DNS), kuris paruostas
1 + 0,01 g 3,5-dinitrosalicilo ragsties ir 30 + 0,1 g
natrio-kalio tartratg istirpinus 100 ml 0,4 M
NaOH tirpale (kiekybinis celiuliaziy aktyvumo
nustatymas aprasytas Zemiau).

Anksciau i$skirty, Bacillus genciai
priklausanciy, bakterijy celiuliazinio aktyvumo
tyrimas

Papildomai tirtas penkiy Bacillus genciai priklau-
sanciy bakterijy (B. subtilis 45, B. subtilis 88, B. coa-
gulans 84, B. subtilis subsp. subtilis M1, B. subtilis
subsp. spizizenii MI2) celiuliazinis aktyvumas.
Tris paras bakterijos augintos termostatuojamame
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kratytuve (Environmental Shaker - Incubator
ES-20) MRS sultinyje (Biolife, Italy) Erlenmeé-
jerio kolbose esant 30 °C temperattrai ir 150
apsisukimy per minute. Po to nustatytas celiu-
liazinis aktyvumas, naudojant DNS reagenta. At-
rinkta didziausiu aktyvumu pasizyméjusi B. sub-
tilis padermé, kuri iSbandyta celiuliaziy gamybai,
naudojant skirtingas terpes, taip pat ir i§ cukriniy
runkeliy gauta melasa. Atrinkta B. subtilis 88 pa-
dermé buvo auginta devyniose skirtingose terpé-
se, kuriy sudétis pateikta lenteléje. ] 25 ml mity-
binés terpés buvo inokuliuota 2,4 - 107 Iasteliy/ml.
Bakterijos augintos termostatuojamame kratytu-
ve (Shaking water bath, Witeg) (150 aps./min),
esant dviems skirtingoms temperatiiroms - 30 °C
ir 45 °C 72 val. Fermentacijos metu kas 24 val.
aseptinémis salygomis paimti meéginiai ir nu-
statyta: (1) fermentacijos trukmeés jtaka bakterijy
biomasés susidarymui ir (2) fermentacijos truk-
més jtaka bakterijy celiuliaziniam aktyvumui
30 °C ir 45 °C temperatarose.

Biomasés kiekio nustatymas

Mikroorganizmy biomasés kiekis buvo nustatytas
svérimo metodu. ] 25 ml terpés buvo inokuliuota
2,8 - 107 lasteliy/ml, bakterija auginta termosta-
tuojamame kratytuve (Shaking water bath, Wi-
teg) (150 aps./min.), esant dviems skirtingoms
temperataroms - 30 °C ir 45 °C 72 val. Fermen-
tacijos metu kas 24 val. aseptinémis salygomis

paimta po 1 ml kultivuojamos suspensijos, jpilta
i mikrocentrifuginj meégintuvélj, centrifuguota
(8 000 aps./min., 10 min.). Gauta skysta fazé nu-
pilta, o mégintuvélis su atskirta biomase pasver-
tas. Biomaseés kiekis gautas atémus tus¢io megin-
tuvélio svorj i§ mégintuvélio su mikroorganizmy
biomase svorio. Biomasés kiekis iSreikstas mili-
gramais litre (g17).

Kokybinis celiuliazinio aktyvumo nustatymas
Kokybinis celiuliazinio aktyvumo nustatymo me-
todas remiasi specifine sgveika tarp kongo rau-
donojo (angl. Congo red) dazo ir polisacharidy.
Kokybinis celiuliazinis aktyvumas nustatytas re-
miantis I. Sendzikaite ir kt. (2018).

Kiekybinis celiuliazinio aktyvumo nustatymas

Kiekybinis celiuliazinio aktyvumo nustatymas
atliktas naudojant DNS ragsties reagenta. Kieky-
biniam celiuliaziniam aktyvumui nustatyti kaip
substratas naudoti KMC milteliai, jie i$tirpinti
0,1 M citratiniame buferyje (pH 5), paruostas
1 % KMC tirpalas. ] 0,9 ml 1 % KMC tirpalo, pa-
$ildyto iki 50 °C temperatiiros, vandens vonioje
jpilta 0,1 ml tiriamojo fermento tirpalo. Kontro-
linis méginys ruostas sumaisius 0,9 ml 1 % KMC
tirpalo ir 0,1 ml citratinio buferio. Fermentinés
hidrolizés reakcija vykdyta 50 °C temperatiiroje
60 min. Reakcija sustabdyta mégintuvélius is-
traukus, staigiai atvésinus ir jpylus 1 ml DNS

Lentelé. Terpés, naudotos bakterijy B. subtilis 88 auginimui

Table. Media used for B. subtilis 88 cultivation

};:5:: 11:]1; Terpés sudétis / Media
] 10 g I"* melasa, + 5 g I"! mieliy ekstraktas, + 5 g I peptonas
10 g I"! molasses, + 5 g I'! yeast extract, + 5 g I peptone
5 20 g I"! melasa, + 5 g 1! mieliy ekstraktas, + 5 g I peptonas
20 g I'! molasses, + 5 g I'! yeast extract, + 5 g I'* peptone
3 30 g 1! melasa, + 5 g 1! mieliy ekstraktas, + 5 g 1! peptonas
30 g I molasses, + 5 g I'! yeast extract, + 5 gI'! peptone
4 MRS sultinys + 10 g I"' KMC* / MRS broth + 10 g I'' CMC*
5 »Nutrient® sultinys / Nutrient broth
6 »Nutrient® sultinys“ + 10 g I KMC* / Nutrient broth + 10 g I CMC*
7 »Nutrient“ sultinys“ + 10 g 1" gliukozé / Nutrient broth + 10 g I"* glucose
8 »Nutrient® sultinys“ + g I KMC* / Nutrient broth + 5 g I’/ CMC*
9 »Nutrient“ sultinys“ + g 1! gliukozé / Nutrient broth + 5 g I* glucose

* KMC - karboksimetilceliuliozé / CMC, carboxymethyl cellulose
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reagento. Turinys gerai sumaiSytas, o mégintuve-
liai pamerkti j verdancio vandens vonig ir kaitinti
5 min. Po kaitinimo meéginiai nedelsiant atvésin-
ti, praskiesti 6 ml distiliuoto vandens, sumaisyti
ir spektrofotometru (Genesys 10 UV) matuota
540 nm bangos ilgio $viesos spindulio sugertis
tiriamaisiais tirpalais. Celiuliazinis aktyvumas is-
reik$tas aktyvumo vienetais mililitre (AV/ml) ir
apskaiciuotas pagal 1 formule:

GEV x PF

AV Iml = ;
60x0,1

(1
GEV - gliukozés ekvivalento verté standartinéje
tieséje, umol; PF - praskiedimo faktorius; 60 — fer-
mentinés hidrolizés trukmé, min.; 0,1 - fermento
kiekis reakcijos misinyje, ml.

Vienas fermento aktyvumo vienetas gali iskir-
ti 1 umol gliukozés ekvivalento i$ celiuliozés filtro
popieriaus per 1 min., esant tam tikroms analizés
salygoms. Nustatant celiuliazinj aktyvuma sudary-
ta standartiné tiesé i$ jvairios koncentracijos gliu-
kozés tirpaly (0,278; 0,55; 1,11; 1,66; 2,22; 2,77;
5,55 umol/ml), i§ jos skai¢iuota tiriamojo meégi-
nio gliukozés ekvivalento verté. Spektrofotometru
(Genesys 10UV) iSmatuota 540 nm bangos ilgio
$viesos spindulio sugertis jvairios koncentracijos
gliukozés tirpalais. Gliukozés ekvivalento vertés
pmol tiriamuose tirpaluose apskaiciuotos i$ stan-
dartinés gliukozés tiesés.

Eksperimentai kartoti tris kartus, i§ gauty re-
zultaty i$vesti vidurkiai, apskai¢iuoti standarti-
niai nuokrypiai ir statistinis vertinimas buvo at-
liktas naudojant ,,Excel® programine jranga.

REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Dirvozemio bakterijy celiuliazinis

aktyvumas

I§ dirvozemio i$skirti 43 bakterijy izoliatai, jie
paséti ant karboksimetilceliuliozés (KMC) ter-
pés, bakterijos augintos tris paras ir tikrintas ko-
kybinis celiuliazinis aktyvumas naudojant kongo
raudonojo daza. Celiuliaziniu aktyvumu pasi-
zyméjo $esdi isskirti bakterijy izoliatai. Siy Sesiy
izoliaty celiuliazinis aktyvumas 30 °C ir 50 °C
temperatirose pateiktas 1 pav.

I§ dirvozemio iSskirty bakterijy izoliaty ce-
liuliazinis aktyvumas buvo nuo 0,33 * 0,02 iki
0,47 £ 0,03 AV/ml. Maziausiu celiuliaziniu aktyvu-
mu pasizyméjo izoliatas Nr. 1 - 0,33 + 0,02 AV/ml
ir izoliatas Nr. 2 - 0,32 + 0,02 AV/ml. Bakterijy
izoliatai Nr. 6, Nr. 3 ir Nr. 5 pasizyméjo didesniu
aktyvumu - atitinkamai 22 %, 24 % ir 25,5 %. Bak-
terija Nr. 4 buvo nustatyta kaip turinti didziausia
celiuliazinj aktyvumg 30 °C temperatiiroje, jos
aktyvumas buvo 31 % didesnis (0,47 + 0,03 AV/ml),
palyginti su maziausiu celiuliaziniu aktyvumu pa-
sizyméjusiu izoliatu.
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1 pav. Bakterijy celiuliazinis aktyvumas (AV/ml) 30 °C (A) ir 50 °C temperatarose (B)
Fig. 1. Cellulase activity (AU/ml) of 6 bacteria isolates at 30°C (A) and at 50°C (B)

Pastaba: tarp vidurkiy, pazymeéty ne ta pacia raide, skirtumai yra esminiai, P < 0,05.

Note: Means not sharing a common letter are significantly different (P < 0.05).
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Esant 50 °C temperatiirai maziausiu celiuliazi-
niu aktyvumu pasizyméjo taip pat izoliatas Nr. 2,
kaip ir esant 30 °C temperatarai. Celiuliaziniai ak-
tyvumai bakterijy Nr. 1, Nr. 5, Nr. 4 ir Nr. 6 buvo
didesni - atitinkamai 2 %, 4 %, 7 % ir 7 %, paly-
ginti su izoliato Nr. 2. DidZiausiu celiuliaziniu ak-
tyvumu (0,52 + 0,03 AV/ml) 50 °C temperatiroje
pasizyméjo izoliatas Nr. 3 - 20 % didesniu nei
izoliatas Nr. 2. Didesnis celiuliazinis aktyvu-
mas buvo izoliato Nr. 3 esant 50 °C temperatirai
(0,52 £ 0,03 AV/ml) nei 30 °C temperatirai.

Bacillus genties bakterijy celiuliazinis
aktyvumas

Nustatytas Bacillus genties bakterijy celiuliazinis
aktyvumas (AV/ml) pateiktas 2 pav. Maziausiu
celiuliaziniu aktyvumu pasizyméjo Bacillus coa-
gulans 84 - 0,02 £ 0,005 AV/ml, $iek tiek didesniu
aktyvumu - B. subtilis 45 (0,06 £ 0,01 AV/ml).
B. subtilis subsp. subtilis M1 ir B. subtilis subsp.
spizizenii MI2 pasizyméjo panaSiais celiuliazi-
niais aktyvumais, atitinkamai 23 % ir 24 % di-
desniais nei B. coagulans. Didziausiu celiuliaziniu
aktyvumu (0,63 + 0,07 AV/ml) issiskyré B. sub-
tilis 88, kuris buvo didesnis net 97 %, palyginti
su B. coagulans 84. Si bakterija buvo tirta toliau
vertinant celiuliaziy susidarymg jvairiose terpése,
jskaitant melasos terpe.

Panasias Bacillus genties mikroorganizmy ce-
liuliazinio aktyvumo vertes gavo ir kiti mokslinin-
kai, tirdami MRS sultinj, kukurtzy ir cukranend-
riy $alutiniy produkty terpes. A. K. Manharas ir kt.
(2016) taip pat tyré B rasies bakterijas, i$skirtas is
fermentuoty sojos pupeliy, bei jy celiuliazinj ak-
tyvuma. B. subtilis AMS6 didziausiu celiuliaziniu
aktyvumu pasizyméjo, kai buvo auginama 37 °C
temperattroje, MRS sultinyje, ir sieké 0,54 AV/ml.
Mokslininkai S. A. Ladeira ir kt. (2015) tyré ter-
mofilines Bacillus genties bakterijas, i$skirtas i$
dirvozemio. Didziausiu celiuliaziniu aktyvumu
(0,29 AV/ml) Bacillus sp. SMIA-2 pasizyméjo,
kai buvo auginama 70 °C temperatiiroje, skystoje
terpéje, praturtintoje kukurtizy ir cukranendriy
$alutiniais produktais.

Fermentacijos trukmés jtaka B. subtilis 88
biomasés susidarymui
B. subtilis 88 buvo kultivuota devyniose skirtingose
terpése esant skirtingoms temperatiroms - 30 °C
ir 45 °C. Bakterijy B. subtilis 88 biomasés susida-
rymo priklausomybé nuo kultivavimo trukmeés 30
ir 45 °C temperatirose pateikta 3 ir 4 pav.
Kultivuojant B. subtilis 88 bakterijas melasos
terpéje 10 g1 ir 20 g 1'!) esant skirtingoms tempe-
ratiiroms, biomasés kiekis pasieké didziausias ver-
tes (10gl':30°C-51+5¢g1",45°C-38+3gl",
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Bacillus bacteria

2 pav. Bacillus genties bakterijy celiuliazinis aktyvumas (AV/ml) po trijy pary auginimo MRS sultinyje 30 °C

temperaturoje

Fig. 2. Cellulase activity (AU/ml) of bacteria belonging to Bacillus genus after 3-day cultivation in MRS broth at 30°C
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3 pav. Fermentacijos trukmeés jtaka B. subtilis 88 biomasés (g 1!) susidarymui, bakterijas kultivuojant 30 °C tempera-
taroje skirtingose terpése: 1 — 10 g1 melasa, + 5 g ! mieliy ekstraktas, + 5 g1 peptonas; 2 - 20 g I"! melasa, + 5 g 1™
mieliy ekstraktas, + 5 g1 peptonas; 3 — 30 g 1! melasa, + 5 g1"! mieliy ekstraktas, + 5 g1 peptonas; 4 - MRS sultinys
+10 gl KMG; 5 -, Nutrient® sultinys; 6 - ,Nutrient“ sultinys“ + 10 g I KMC; 7 — ,,Nutrient® sultinys“ + 10 g I! gliu-
kozé; 8 - ,,Nutrient® sultinys“ + 5 g I KMC; 9 - ,,Nutrient® sultinys® + 5 g 1" gliukozé

Fig. 3. Influence of fermentation time on B. subtilis 88 bacterial biomass (g I'') formation at 30°C in different media: 10 g I"*
molasses, + 5 g I'! yeast extract, + 5 g I'! peptone (1); 20 g I! molasses, + 5 g I'! yeast extract, + 5 g I'! peptone (2); 30 g I'!
molasses, + 5 g I'' yeast extract, + 5 g I'' peptone (3); MRS broth + 10 g I'' CMC (4); Nutrient broth (5); Nutrient broth
+10g " CMC (6); Nutrient broth + 10 gI* glucose (7); Nutrient broth + 5 g1 CMC (8); Nutrient broth + 5 g I'* glucose (9)
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4 pav. Fermentacijos trukmeés jtaka B. subtilis 88 bakterijy biomasés (g 1) susidarymui, bakterijas kultivuojant 45 °C
temperataroje skirtingose terpése: 1 — 10 g 1" melasa, + 5 g I"! mieliy ekstraktas, + 5 g1™! peptonas; 2 - 20 g I"! melasa,
+ 5 g I"! mieliy ekstraktas, + 5 g1"! peptonas; 3 — 30 g 1! melasa, + 5 g1"" mieliy ekstraktas, + 5 g I"! peptonas; 4 - MRS
sultinys + 10 g I'' KMC; 5 - ,Nutrient® sultinys; 6 — ,,Nutrient” sultinys“ + 10 g I'' KMC; 7 — ,Nutrient® sultinys*
+ 10 g 1™ gliukozé; 8 — ,Nutrient® sultinys + 5 g I"! KMC; 9 - ,,Nutrient“ sultinys” + 5 g I"! gliukozé

Fig. 4. Influence of fermentation time on B. subtilis 88 bacterial biomass (g1™) formation at 45°C in different media: 10 gI"*
molasses, + 5 g I'" yeast extract, + 5 g I'' peptone (1); 20 g I'' molasses, + 5 g I'! yeast extract, + 5 g I'! peptone (2); 30 g I!
molasses, + 5 g I'' yeast extract, + 5 g I! peptone (3); MRS broth + 10 g I'' CMC (4); Nutrient broth (5); Nutrient broth
+10g "' CMC (6); Nutrient broth + 10 gI* glucose (7); Nutrient broth + 5 g I CMC (8); Nutrient broth + 5 g I"! glucose (9)
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20 g1 :30°C - 69 + 6 gl 45 °C - 49 +5 g I)
per pirmas 24 val, véliau biomasés kiekis mazé-
jo. 30 gl! melasos ir MRS sultinio terpése bio-
masés kiekis augo 72 val.,, o po 72 val. buvo di-
dziausias (atitinkamai 30 g1': 30 °C - 75+ 6 g1},
45°C - 30 + 4 g I'!, MRS: 30 °C - 63 + 5 g I},
45°C - 30 + 4 g I')).

DidzZiausias biomasés kiekis ,,Nutrient sultiny-
jesul0 gl KMC,5¢gl' KMCir 5 gl gliukozés
buvo pasiektas po 48 val. auginimo, esant 30 °C,
tiek ir 45 °C. ,Nutrient® sultinyje ir ,,Nutrient®
sultinyje, papildytame 10 g 1"' gliukozés, didziau-
sias biomasés prieaugis skyreési priklausomai nuo
temperattros: ,Nutrient® sultinio terpéje esant
30°Cpo48val. (43 +4¢gl"),045°C - po 24 val.
(45 + 5 gl™'), ,Nutrient” sultinio terpéje su 10 g1
gliukozés atvirksc¢iai — esant 30 °C po 24 val
(59 +6gl'),045°C-po48val (68+7gl).
Biomasés kiekis $iose penkiose terpése buvo pa-
nasus esant 30 °C ir 45 °C temperatiroms.

Auginant bakterijas 30 °C temperatiroje bio-
masés kiekis buvo vidutinigkai 18 % didesnis, nei
kultivuojant 45 °C temperatiroje.

DidZziausias biomasés prieaugis buvo nustatytas
po 72 val. kultivavimo esant 30 °C temperatirai

terpéje, turincioje 30 g I"' melasos su mieliy eks-
traktu (5 g 1) ir peptonu (5 g I'"). Sis prieaugis sie-
ke 75+ 6 gl

Fermentacijos trukmés jtaka B. subtilis 88
celiuliaziniam aktyvumui

Nustatyta celiuliaziy aktyvumo priklausomybeé
nuo bakterijy Bacillus subtillis 88 kultivavimo
trukmés skirtingose temperatirose - 30 °C ir
45 °C (5 ir 6 pav.).

Daugeliu atvejy celiuliazinis aktyvumas di-
dziausias buvo po 24 val. kultivavimo, $i tenden-
cija pastebima esant 30 °C ir 45 °C temperatiiroms
skirtingy koncentracijy melasos terpése (10 g 1" :
30°C-0,4+0,02 AV/ml, 45°C-0,3 + 0,02 AV/ml,
20 g It : 30 °C - 0,46 £ 0,03 AV/ml, 45 °C -
0,14 = 0,02 AV/ml, 30 g I"'': 30 °C - 0,14 +
0,02 AV/ml, 45 °C - 0,38 £ 0,03 AV/ml) MRS sul-
tinio (30 °C - 0,26 + 0,01 AV/ml, 45 °C - 0,35
+ 0,02 AV/ml) bei ,Nutrient* su 5 g I'! gliuko-
zés terpése (30 °C - 0,59 £ 0,04 AV/ml, 45 C -
0,32 = 0,03 AV/ml). Esant 45 °C temperatirai
ir kitose ,Nutrient® sultinio terpése didziausias
B. subtilis 88 celiuliazinis aktyvumas pasireis-
ké po 24 val. kultivavimo (,Nutrient® sultinio
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5 pav. Fermentacijos trukmés jtaka bakterijy celiuliaziniam aktyvumui (AV/ml), kultivuojant 30 °C temperatiiroje
skirtingose terpése: 1 — 10 g I"! melasa, + 5 g 1! mieliy ekstraktas, + 5 g ™! peptonas; 2 — 20 g I"! melasa, + 5 g 1" mieliy
ekstraktas, + 5 g™ peptonas; 3 — 30 g1 melasa, + 5 g I mieliy ekstraktas, + 5 g1 peptonas; 4 - MRS sultinys + 10 g1™!
KMC; 5 - ,,Nutrient® sultinys; 6 — ,,Nutrient” sultinys® + 10 g I KMC; 7 — ,Nutrient” sultinys“ + 10 g 1" gliukozé;
8 -, Nutrient“ sultinys” + 5 g I KMC; 9 — ,,Nutrient® sultinys“ + 5 g I! gliukozé

Fig. 5. Influence of fermentation time on B. subtilis 88 celulase activity (AU/ml) at 30°C in different media: 10 g1~ molasses,
+5g1" yeast extract, + 5 gl peptone (1); 20 g1 molasses, + 5 g™ yeast extract, + 5 gl peptone (2); 30 gI! molasses, + 5 gl
yeast extract, + 5 g I peptone (3); MRS broth + 10 g I CMC (4); Nutrient broth (5); Nutrient broth + 10 g I'' CMC (6);
Nutrient broth + 10 g I'! glucose (7); Nutrient broth + 5 gI"' CMC (8); Nutrient broth + 5 g I"' glucose (9)
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6 pav. Fermentacijos trukmeés jtaka bakterijy celiuliaziniam aktyvumui (AV/ml), kultivuojant 45 °C temperatiroje
skirtingose terpése: 1 — 10 g I"! melasa, + 5 g I"! mieliy ekstraktas, + 5 g1"! peptonas; 2 - 20 g 1! melasa, + 5 g1™! mie-
liy ekstraktas, + 5 g I"! peptonas; 3 - 30 g I"! melasa, + 5 g ! mieliy ekstraktas, + 5 g I"! peptonas; 4 - MRS sultinys
+ 10 g I KMC; 5 - ,,Nutrient“ sultinys; 6 — ,Nutrient® sultinys“ + 10 g I KMC; 7 - ,,Nutrient“ sultinys“ + 10 g 1™
gliukozé; 8 — ,Nutrient® sultinys“ + 5 g1"! KMC; 9 - ,,Nutrient“ sultinys“ + 5 g I"! gliukozé

Fig. 6. Influence of fermentation time on B. subtilis 88 celulase activity (AU/ml) at 45°C in different media: 10 g I’
molasses, + 5 gI! yeast extract, + 5 gI! peptone (1); 20 g™ molasses, + 5 gI'! yeast extract, + 5 gI* peptone (2); 30 gI!
molasses, + 5 g I'! yeast extract, + 5 g I'* peptone (3); MRS broth + 10 g I"' CMC (4); Nutrient broth (5); Nutrient broth
+ 10 g I CMC (6); Nutrient broth + 10 g I! glucose (7); Nutrient broth + 5 g I'' CMC (8); Nutrient broth + 5 g I'!

glucose (9)

terpé - 0,08 + 0,01 AV/ml, ,Nutrient® sulti-
nio terpé su 10 g I'* KMC - 0,2 £ 0,01 AV/ml,
10 g 1! gliukozés - 0,17 + 0,01 AV/ml ir 5 g I'!
KMC - 0,08 + 0,01 AV/ml). Kultivuojant 30 °C
temperatiiroje ,,Nutrient® sultinio terpéje ir ,Nu-
trient sultinio terpése su 10 g I* KMC, 10 g 1!
gliukozés ir 5 g I'" KMC, didziausias celiuliazinis
aktyvumas buvo pasiektas po 48 val. (atitinkamai
0,12 + 0,02 AV/ml, 0,15 + 0,02 AV/ml, 0,21 +
0,02 AV/ml, 0,17 + 0,01 AV/ml).

Didziausias B. subtilis 88 celiuliazinis akty-
vumas buvo gautas po 24 val. kultivavimo esant
30 °C temperatirai ,Nutrient® sultinio terpéje
su 5 g I gliukozés. Siuo atveju celiuliazinis ak-
tyvumas sieké 0,59 + 0,04 AV/ml. Mokslininkas
A. P. Nandmathas ir kt. (2016) taip pat tyré Ba-
cillus genties bakterijas ir nustaté, kad celiuliazinis
aktyvumas yra didziausias, kai bakterijos kultivuo-
jamos 30 °C temperaturoje. Misy tyrimo atveju,
celiuliazinis aktyvumas B. subtilis 88 kultivuojant
30 °C temperatiiroje buvo didesnis, palyginti su
kultivuojamu 45 °C temperatiroje.

ISVADOS

1. I§ visy isskirty dirvozemio bakterijy celiulia-
ziniu aktyvumu pasizyméjo 6 bakterijy izoliatai.
Jy aktyvumas buvo nuo 0,33 + 0,02 AV/ml iki
0,52 + 0,03 AV/ml.

2. I8 penkiy Bacillus genciai priklausanciy bak-
terijy atrinkta didziausiu celiuliaziniu aktyvumu
pasizyméjusi padermé, priklausanti Bacillus subti-
lis rasiai.

3. Didziausias celiuliazinis aktyvumas Bacillus
subtilis 88 (0,59 + 0,04 AV/ml) buvo gautas po
24 val. kultivavimo 30 °C temperatiroje. Terpe
sudaré ,,Nutrient“ sultinys ir gliukozeé (5 g 1™).

4. Melasg buty galima naudoti kaip pigy an-
glies $altinj bakterijy kultivavimui ir celiuliaziy
gavimui. Kultivuojant B. subtilis bakterijas mela-
sos terpéje, celiuliazinis aktyvumas, palyginti su
MRS ir ,Nutrient® sultiniais, buvo panasus arba
net didesnis.

Gauta 2019 10 09
Priimta 2019 11 29
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Ieva Gaidé, Dalia CiZeikiené
THE STUDY OF BACTERIA CELLULASES ISO-
LATED FROM THE SOIL AND POSSIBILITIES OF

USING DIFFERENT MEDIA FOR THE FORMA-
TION OF CELLULASES

Summary

Enzymes cellulases are important because of their ability to
decompose cellulose, which is a part of lignocellulosic bio-
mass. It is possible to produce bioproducts and biofuels that
are environmentally friendly using these enzymes. It is rel-
evant to investigate cellulases produced by bacteria, which
are found in air or soil. The aim of this work is to investi-
gate the activity of cellulases produced by bacteria isolated
from the soil and to determine the influence of fermenta-
tion conditions and different nutrient media on the growth
of bacteria and the activity of cellulases produced by them.
In the present work, we investigated bacteria, which were
isolated from natural environmental sources. 43 bacteria
isolates were isolated from the soil. It was found that six
isolates showed cellulolytic activity. In addition, five differ-
ent Bacillus sp. bacteria, which were isolated from the envi-
ronment earlier, were tested. The highest cellulolytic activity
was produced by B. subtilis 88. The influence of cultivation
time, temperature and medium was studied. The highest
cellulases activities were obtained in Nutrient broth with

glucose (5 g 1) at 30°C after 24 h of fermentation. In addi-
tion, molasses is a by-product of the sugar industry, which
can be applied to cultivate bacteria belonging to Bacillus
genus and produce bioproducts. In this work, cellulases
activities of B. subtilis 88 after cultivation in the molasses
medium were obtained similar or even higher compared
with those of MRS and Nutrient broths.

Keywords: soil bacteria, Bacillus sp., cellulases activi-
ties, molasses



